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"Eu tentei 99 vezes e falhei, mas na centésima tentativa eu consegui, 
nunca desista de seus objetivos mesmo que pareçam impossíveis,  
a próxima tentativa pode ser a vitoriosa"  
Albert Einstein 
RESUMO 
O câncer de tireoide representa cerca de 2% de todas as neoplasias humanas e a 
sua incidência está aumentando no mundo todo tendo dobrado nas últimas três 
décadas. No Brasil, há uma previsão de 6.960 novos casos em 2016, fazendo com 
que o câncer de tireoide atinja a oitava posição entre as neoplasias malignas mais 
frequentes na mulher. Os carcinomas medulares da tireoide derivam das células C 
ou parafoliculares, estes são responsáveis por menos de 3% dos carcinomas 
tireoidianas. O carcinoma medular é principalmente esporádico (70-80%), mas o 
padrão hereditário está presente em 20 a 30% dos casos. Devido a isso, nosso 
grupo vem se empenhando ativamente na busca tanto de marcadores de 
malignidade quanto de agressividade. Em especial, demonstramos que vários 
polimorfismos gênicos estão associados ao risco de câncer de tireoide. O ciclo 
celular representa uma série altamente regulada de eventos que levam à 
reprodução de células. A fase de progressão do ciclo celular é regulada 
principalmente por ciclinas, quinases dependentes de ciclina (CDK) e os inibidores 
de CDK (CDKIs). Ciclinas e CDKs formam complexos que regulam o crescimento 
celular pela marcação e fosforilação de uma proteína-alvo, enquanto CDKIs 
inibem a atividade dos complexos e induzem a parada do ciclo celular. Alterações 
genéticas na via envolvida na manutenção da integridade genômica são 
importantes contribuintes para a suscetibilidade ao câncer de tireoide. No entanto, 
a utilidade clínica potencial de CDKIs tem se mostrado bastante discutível. Este 
trabalho visa ampliar o conhecimento acerca da contribuição de polimorfismos 
genéticos em CDKIs no risco de câncer de tireoide e no processo de 
carcinogênese, buscando marcadores diagnósticos e prognósticos. Utilizando um 
grupo bem caracterizado de 138 pacientes com carcinoma medular hereditário, 45 
carcinomas medulares esporádicos e 100 controles normais pareados, 
investigamos polimorfismos dos genes CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A, CDKN2B e 
CDKN2C. A identificação de um perfil de risco e de agressividade tumoral pode 
ajudar a delinear novas estratégias de prevenção, diagnóstico, planejamento 
terapêutico e seguimento dos pacientes com câncer medular de tireoide.  
Palavras-Chave: Neoplasias da glândula tireoide, ciclo celular, genes. 
ABSTRACT 
 
Thyroid cancer accounts for about 2% of all human cancers and its incidence is 
increasing worldwide having doubled in the last three decades. In Brazil, 6,960 
new cases were estimated to occur in 2016, making thyroid cancer the eighth most 
common malignancy among women. The medullary thyroid carcinomas derived 
from C or parafollicular cells, they account for less than 3% of thyroid carcinomas. 
Medullary carcinoma is sporadic primarily (70-80 %), but the inheritance pattern is 
present in 20 to 30% of cases. Because of that, our group has been working 
actively in the search for markers of malignancy and aggressiveness. In particular, 
we have shown that several genetic polymorphisms are associated with the risk of 
thyroid cancer. The cell cycle is a highly regulated series of successive events 
leading to cell reproduction. Cell cycle progression is mainly regulated by cyclins, 
cyclin-dependent kinases (CDK) and CDK inhibitors (CDKIs). Cyclins and CDKs 
form complexes that regulate cell growth by marking and phosphorylating protein 
targets, while CDKIs inhibit the activity of the complexes and induce cell cycle 
disruption. Changes in the genetic pathway involved in the maintenance of 
genomic integrity are important contributors to the susceptibility to thyroid cancer. 
However, the potential clinical utility of CDKIs remains controversial. This job aims 
to expand knowledge on the contribution of genetic polymorphisms on the risk of 
thyroid cancer and on the process of carcinogenesis, aiming to identify diagnostic 
and prognostic markers. Using of a very well characterized group of 138 patients 
with hereditary medullary thyroid carcinomas, 45 sporadic medullary thyroid 
carcinomas and 100 paired health controls, we will investigate polymorphisms of 
CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A, CDKN2B and CDKN2C genes. The identification of 
a profile of risk and thyroid cancer aggressiveness may help develop new 
strategies for the prevention, diagnosis, treatment planning and follow-up of 
patients with medullary thyroid cancer. 
 
Keywords:  Thyroid neoplasms, cell cycle, genes. 
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1.1. Câncer de Tireoide  
 O câncer de tireoide (CT) representa mais de 2% de todas as neoplasias 
humanas e a sua incidência está aumentando no mundo tendo dobrado nas 
últimas três décadas, principalmente por causa do carcinoma papilífero de tireoide 
(CPT), que é o tipo predominante dos tumores malignos da tireoide (1-2). A última 
estimativa mundial, realizada em 2012, apontou a ocorrência de cerca de 300 mil 
casos novos dessa neoplasia, sendo 86 mil no gênero masculino e 230 mil no 
gênero feminino (3).  
Espera-se, para o ano de 2016, que o Brasil tenha 6.960 novos casos de 
CT, sendo 1.090 novos casos para o gênero masculino e 5.870 para o gênero 
feminino. Fazendo com que o CT ocupe a décima quarta posição entre os 
homens, sendo responsável por 0,5% de todos os cânceres no país como mostra 
a Figura 1. E da mesma forma, o CT ocupa a oitava posição, para as mulheres, 




Figura 1: Estimativa do número de casos novos de câncer em homens para o ano de 
2016 no Brasil, exceto pele não melanoma (3). 
 
 
Figura 2: Estimativa do número de casos novos de câncer em mulheres para o ano de 






 Sem considerar os tumores de pele não melanoma, o CT, em homens, é o 
13° mais incidente na região Nordeste. Nas regiões Sul, Centro-Oeste, Norte e 
Sudeste ocupa a 14° posição. Nas mulheres, é o sexto mais frequente nas regiões 
Nordeste e Norte, mas nas regiões Sudeste e Centro-Oeste é o nono mais 
frequente, e na região Sul ocupa a 13° posição (3). 
Os carcinomas diferenciados da tireoide (CDT) são derivados das células 
foliculares e subdivididos em dois grupos: CPT e foliculares (CFT). Os CPTs 
representam 80% de todos os tipos de CT e têm uma taxa de cura de 70 a 90%, 
enquanto 20% apresentam recorrência local e 5 a 10% podem desenvolver 
metástases à distância. Cerca de 5 a 13% são representados pelos CFT  (4).  
O principal fator de risco para o CDT, epidemiologica e experimentalmente 
bem estabelecido, é a exposição à radiação ionizante; embora existam outros 
fatores relacionados ao aumento de risco, incluindo o excesso de ingestão de 
iodo, doença nodular benigna prévia, produtos químicos, histórico familiar e 
exposição a vírus e bactérias (5-6). A citologia é um bom marcador de diagnóstico, 
no entanto, cerca de um terço dos casos não permitem diagnóstico citológico 
exato, levando à cirurgia um grupo considerável de portadores de nódulos que 
terminam se mostrando benignos ao exame histológico (7).  
Os carcinomas indiferenciados ou anaplásicos constituem menos de 2% 
dos carcinomas tireoidianos e são altamente letais (8).  
Existem ainda os carcinomas medulares da tireoide (CMT), que derivam 
das células C ou parafoliculares, estes são responsáveis por menos de 3% dos CT 
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(8). O CMT é principalmente esporádico (70-80%), mas o padrão hereditário está 
presente em 20 a 30% dos casos e é transmitido como um traço autossômico 
dominante. A forma esporádica do CMT (CMT-s) é observada em pacientes com 
idade entre 60 a 70 anos (9). Metástases linfonodais são detectadas em mais de 
50% dos pacientes e metástases à distância como, por exemplo, no fígado, 
pulmões ou ossos, estão presentes em 10 a 20% dos casos (9).  
O CMT tem sido diagnosticado com frequência progressivamente maior, 
principalmente a sua forma hereditária, graças aos métodos de rastreamento entre 
familiares de indivíduos afetados. Assim, a forma hereditária pode chegar a 25% 
dos casos. O CMT hereditário parece apresentar prognóstico um pouco mais 
favorável do que o esporádico, exceto aquele associado a NEM 2B, de 
comportamento altamente agressivo (10). 
A identificação de mutações germinativas no gene RET (REarranged during 
Transfection) diferencia o CMT-s da forma hereditária ou familiar da doença (11-
12).  
O gene RET  codifica um receptor de transmembrana e está envolvido na 
regulação, sobrevivência, diferenciação e migração das células derivadas da crista 
neural; está localizado no cromossomo 10q11.2, contém 21 exons que ocupam 
mais de 60kb do DNA genômico e é transcrito em pelo menos 10 isoformas 
alternativas da família das tirosino-quinases (13-14). 
A identificação de mutações germinativas é de extrema relevância clínica, 
pois elas guardam estreita correlação com o fenótipo que determinam. Devido às 
21 
 
diferenças apresentadas entre elas em termos de prognóstico, a conduta cirúrgica, 
a necessidade de um rastreamento familiar, o aconselhamento genético e o tipo 
de seguimento das formas hereditárias, dependem da mutação detectada. A 
correta identificação dos fatores prognósticos, com a determinação do grau de 
agressividade do CMT em cada caso, pode ser útil para escolha de melhor 
estratégia na intervenção cirúrgica (15).  
A Figura 3 resume a relação entre a mutação genética no gene RET e a 
apresentação clínica do paciente. 
 
Figura 3: Representação da relação entre a mutação do gene RET e o fenótipo associado 
de acordo com as recomendações da American Thyroid Association (ATA) (15). Adaptado 




Entretanto, a variabilidade na apresentação clínica do CMT não está 
relacionada apenas às mutações específicas, mas também a presença de 
polimorfismos no gene RET (16-17).  
 Sabemos que todos os casos de CMT merecem intervenção, e determinar 
qual a extensão desta intervenção é um dos principais desafios clínicos atuais. Por 
isso, se faz necessária a busca de novos marcadores de diagnóstico e de 
prognóstico (16). 
Nosso grupo vem se empenhando ativamente na busca tanto de 
marcadores de malignidade quanto de agressividade (18-24). Em especial, 
demonstramos que vários polimorfismos estão associados ao risco de CT. 
Polimorfismos em genes que afetam vias fisiológicas, podem influenciar no 
desenvolvimento do CT (19, 21-26). 
 
1.2. O ciclo celular e os seus controladores 
 
O ciclo celular representa uma série altamente regulada de eventos que leva 
à reprodução de células eucarióticas. No início do ciclo, o DNA é replicado e os 
cromossomos são duplicados no decorrer da fase S. Este processo começa em 
locais específicos do DNA, chamados de origem de replicação. Nesses locais, 
durante a replicação do DNA, a dupla fita do mesmo é aberta expondo-o para as 
enzimas que realizam a síntese (27).  
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A fase S é seguida por segregação cromossômica, à divisão nuclear e 
celular, que é chamada de fase M. Entre as fases S e M ocorrem ciclos adicionais, 
que fornecem tempo para o crescimento e também servem como importante 
regulador de transições, e desta forma a progressão para a próxima fase do ciclo 
celular pode ser controlada por sinais intracelulares e extracelulares (28-29).  
O período de G1 é uma regulamentação particularmente importante, porque 
neste período a maioria das células tornam-se engajadas em continuar a divisão 
ou sairem do ciclo celular (30-31). Na presença de condições desfavoráveis ou 
sinais inibitórios, as células podem retirar-se do ciclo celular entrando então no 
período de repouso (G0), uma característica da maioria das células 
funcionalmente diferenciadas do corpo humano (32-33) (Figura 3). 
Cânceres são induzidos pelo crescimento celular descontrolado. O destino 
da célula é controlado estritamente por um conjunto de fatores do ciclo celular. Em 
particular, a proteína quinase CDK4 é importante para progressão do ciclo celular 
na fase G1 (28). CDK4 é responsável pela fosforilação do gene retinoblastoma Rb, 
um regulador negativo do ciclo celular e os primeiros identificados como 
supressores tumorais. A forma ativa de Rb se liga ao fator de transcrição E2F1 e 
também estabiliza heterocromatina constitutiva para manter a estrutura da 




Figura 4: O Ciclo Celular. Esquema modificado de Goode, E.L. et al (35).  
A fase de progressão do ciclo celular é regulada principalmente por 
proteínas como as ciclinas, as quinases dependentes de ciclina (CDKs), e os 
inibidores de CDKs (CDKIs) (36). Ciclinas e CDKs formam complexos que regulam 
o crescimento celular pela marcação e fosforilação de uma proteína-alvo, 
enquanto CDKIs inibem a atividade dos complexos e induzem a parada do ciclo 
celular (37-38).  
CDKIs são classificados em dois grupos: o primeiro grupo é conhecido 
como inibidores da quinase 2 (INK2): CDKN1A e CDKN1B, que se ligam aos 
complexos ciclinas/CDK para impedir a transição da fase S do ciclo celular (39). O 
segundo grupo é conhecido como inibidores da quinase 4 (INK4), que inclui 
CDKN2A, CDKN2B, CDKN2C  e CDKN2D que se ligam à CDK4 e CDK6 para 
impedir a sua associação com a ciclina D durante a progressão do ciclo celular na 




Figura 5: Proteínas envolvidas na transição de G1 para S do ciclo celular. Esquema 
modificado de Sherr, C.L. t al (39).  
 
 
1.3. Importância dos genes de reparo e apoptose no câncer da tireoide 
 
O ciclo celular regula o crescimento e diferenciação por isso, defeitos no 
controle do ciclo celular são uma marca registrada no desenvolvimento do câncer. 
A carcinogênese é um processo multifatorial onde células normais são 
sequencialmente transformadas pela ativação de proto-oncogenes e  possível 
inativação de genes supressores de tumor em seu derivado maligno (40-42). 
Falhas nos genes do reparo do DNA e a consequente proliferação descontrolada 
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de células com danos em seu material genético contribuem para a formação de 
uma célula maligna (40, 43). O ciclo celular tem sido extensivamente analisado e 
diversos estudos sugerem que alterações genéticas da via envolvida na 
manutenção da integridade genômica são importantes contribuintes para a 
suscetibilidade ao CT (44). No entanto, a utilidade potencial de CDKIs numa vasta 
gama de tumores humanos tem se mostrado bastante discutível (45). 
 
1.3.1 P21 - CDKN1A 
O gene P21 (Cdkn1a/Waf1/Cip1) é conhecido também como CDKN1A e 
está localizado no cromossomo 6p21.2. Estudos têm demonstrado que a 
expressão de CDKN1A é diretamente regulada por p53 em resposta ao dano no 
DNA, levando à parada do ciclo celular entre G1/S originando um ponto de 
checagem (46). Como p21 inibe a proliferação  e atua como um dos alvos 
principais de transcrição, foi inicialmente considerada como um supressor tumoral. 
No entanto, os estudos também informam que este gene poderia agir como um 
oncogene por causa de suas atividades antiapopóticas (47-48). Alterações em sua 
expressão têm sido observadas em uma ampla variedade de cânceres, incluindo 
câncer de mama, pulmão, colo do útero, ovário, fígado, útero e cânceres de 
cabeça e pescoço (47-48), indicando a importância deste na carcinogênese. 
Embora a relação deste gene com um tumor em formação seja evidente, as 
mutações são muito raras (49-50). Assim, a maioria dos relatos se concentram em 
alterações genéticas, e os genótipos de alguns polimorfismos funcionais têm se 
mostrado associada a um risco elevado de diferentes tipos de cânceres (51-52).  
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A perda da expressão ou da função de P21 tem sido implicado na 
carcinogênese e no prognóstico de múltiplos cânceres. No entanto, os estudos 
também sugerem que estes pode promover o desenvolvimento do câncer, 
indicando um efeito de mão dupla mostrando propriedades de supressão e 
progressão tumoral (51-52).  
O gene CDKN1A possui diversos polimorfismos descritos e dentre eles o 
mais investigado é o Ser31Arg (rs1801270 C>A), com  a troca  do aminoácido  
Serina para Arginina no códon 31 causando uma perda do sítio de restrição e 
afetando a construção do DNA (53). Por isso, é provável que este polimorfismo 
resulte na alteração da expressão e/ou atividade, afetando a suscetibilidade ao 
desenvolvimento do câncer (53). Muitos estudos moleculares têm sido conduzidos 
para avaliar o efeito do polimorfismo Ser31Arg e a sua relação no risco de 
desenvolvimento cancerígeno (35, 50).  
Outro polimorfismo conhecido é o rs1059234 que leva a uma alteração de 
nucleoídeos C por T de parada na região 3' não traduzida. Estudos sugerem que a 
herança do alelo alterado C do SNP rs1059234 pode influenciar no 
desenvolvimento de diferentes tipos de cânceres (51, 54-55). Os mecanismos que 
envolvem o efeito prejudicial da herança do alelo alterado neste polimorfismo 
ainda são desconhecidos. Há hipósteses de que uma mudança de nucleotídeos 
em UTR 3' pode afetar a estabilidade do mRNA. Essas possibilidades ainda 
precisam ser testadas em estudos futuros (56).  
Podemos verificar também a existência do polimorfismo rs3176336 
localizado no cromossomo 6, onde ocorre a troca de uma timina por uma adenina.  
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O alelo alterado deste SNP possibilita adicionar sítios de ligação para um ou mais 
reguladores de splicing intrônicos. Esta adição de splicing alternativo causada pela 
timina, pode modificar a estrutura do mRNAs e suas proteínas codificadas, 
resultando em alteração na função, incluindo a localização, ligação, estabilidade e 
fosforilação. Este polimorfismo tem sido associado ao desenvolvimento do câncer 
de mama (57-58).  
 
1.3.2 P27 - CDKN1B 
O gene CDKN1B é um inibidor do complexo ciclina/CDK (59), essencial 
para a progressão  do ciclo celular. A perda de sua expressão o classifica como 
supressor tumoral, mas isso ainda permanece controverso uma vez que o gene 
raramente se encontra alterado em câncer (60-61).  
CDKN1B localizado no cromossomo 12p13.1  desempenha um papel 
fundamental na etiologia do câncer tireoideano. Diversas evidências clínicas e 
estudos in vitro demonstram que a perda ou falta de expressão de p27 podem 
contribuir para o processo de carcinogênese da tireoide (62-66). O –79C>T 
(rs34330) é um polimorfismo da região não traduzida 5’ (5’UTR) e está relacionado 
à atividade do promotor (62, 65-66).   Este polimorfismo pode estar associado com 
a suscetibilidade de desenvolvimento de CPT variante folicular (64).  
Enquanto que a presença de outro polimorfismo rs2066827, o (326T>G 
V109G),  também tem sido associado com a suscetibilidade ao câncer (67-69). A 
presença deste polimorfismo foi associada a uma maior agressividade ao CMT-s, 
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sugerindo um papel adicional para genes de baixa penetrância no prognóstico de 
pacientes com CMT (70). 
 
1.3.3 P16 - CDKN2A 
O gene CDKN2A localizado no cromossomo 9p21.3  codifica o regulador do 
ciclo celular (Figura 6) e é considerado um dos principais genes envolvidos na 
suscetibilidade a melanomas malignos. Alterações neste gene foram observadas 
em tecidos de câncer folicular e anaplásico da tireoide , mas não em CDT (71). 
O gene p16, também é considerado um supressor tumoral, desempenha 
um papel fundamental na regulação do ciclo celular causando um ponto de 
chegagem entre G1/S. Possui a capacidade de se ligar com CDK04 e CDK06 
impedindo a ligação destes com a proteina ciclina D e bloqueando a formação do 
complexo ciclina-CDK, impedindo assim a progressão do ciclo celular (72). Isto 
leva ao acúmulo de Rb e supressão do crescimento em G1 (73). Mutações 
germinativas no gene p16 são conhecidas por predispor ao câncer de pâncreas e 
melanoma (74).  
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Foi demonstrado que a disfunção das proteínas envolvidas na via p16 pode 
promover um crescimento celular descontrolado, levando ao aumento da 
agressividade das células tumorais, como já descrito com melanoma e câncer de 














Figura 6: Coordenação das proteínas P16 e outros na modulação Fosforilação da pRb 
CDK4/6-mediated. Setas e as barras representam regulação positiva e negativa, 
respectivamente. Linhas pontilhadas denotam DNA genômico; P denota fosforilada. (78).  
 
Dois polimorfismos existentes no gene p16 (rs 11515 -C500G e rs 3088440 
-C580T), localizados na região não traduzida do éxon 3 estão associados com 
tempo de evolução significativamente mais curto do tumor primário para o 
metastático (79). Essas descobertas são consistentes com um estudo atual, onde 
demonstra que os genótipos polimórficos de C580T (rs3088440) foram associados 
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com o tempo significativamente menor para progressão de tumor de melanoma e 
pior resposta à terapia (80).  
O polimorfismo mais frequente em CDKN2A, é uma substituição de uma 
citosina por uma guanina na 3’ UTR (rs11515), e está associado a diferentes tipos 
de câncer. O alelo G teve um aumento na frequência em famílias com melanoma, 
e em pacientes com psoríase e carcinoma de células escamosas (81-82). Este 
polimorfismo possui predisposição para afetar o micro RNA de ligação, e o alelo G 
está associado com aumento da expressão de CDKN2A e também com a 
expressão reduzida de CDKN2B (83-84). 
 
1.3.4 P15 - CDKN2B  
CDKN2B é um gene em estreita proximidade com CDKN2A, localizado em 
9p21, considerado um supressor de tumor (83). CDKN2B, é um inibidor de CDK, 
que forma um complexo com CDK4 ou CDK6 e impede a ativação de CDK, assim, 
as funções da proteína codificada agem como um regulador de crescimento 
celular que controla a progressão do ciclo celular em G1 (85).  
O gene CDKN2B consiste em dois exons de codificação. O SNP rs1063192 
está localizado na região 3’UTR onde ocorre a troca de A por G. O significado 
funcional de rs1063192 ainda é desconhecio, no entanto estudos sugerem que a 
região 3'UTR pode ser importante em carregar informações de regulação (86). A 
3'UTR é conhecida por ser importante para controlar a expressão do gene por 
meio de vários mecanismos, incluindo a exportação nuclear, poliadenilação, 
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eficiência de tradução e a degradação do mRNA (87-88). É possível que o alelo G, 
considerado como alelo de risco do SNP, possa alterar um elemento regulador 
afetando a expressão de CDKN2B. 
Um outro SNP também de interesse na região de CDKN2A-CDKN1B é o 
rs3731239 (A148G) responsável pela troca de A por G e está localizado no íntron  
1 (89). Estudos recentes têm sugerido que a região 9p21.3, onde se encontra este 
polimorfismo, é rica em sequências reguladoras  podendo estabelcer uma ligação 
entre polimorfismos presente nesta região e alterações em vias de sinalização 
(90). Este polimorfismo tem se associado com diminuição do risco de câncer de 
mama (91). Da mesma forma, outro polimorfismo descrito é o polimorfimos 
rs2069426 onde ocorre a troca do G por A na região intrônica e está associado 
com doença de Alzheimer (92).  
1.3.5 P18 -CDKN2C  
O gene p18 é altamente expresso durante o desenvolvimento do organismo 
humano e sua perda de função está associada a alterações específicas que 
afetam a função do gene e podem predispor ao desenvolvimento de diferentes 
tipos de tumores (93); este gene pode ter uma função de supressão tumoral (94). 
O papel de alteraçãos nestes genes tem sido estudado em alguns tumores 
endócrinos esporádicos, mas ainda pouco se sabe sobre seu envolvimento com o 
surgimento de tumores da tireoide (95).   O polimorfismo rs12885 causa a troca de 
um G por T e está localizado na região intrônica,  a sua presença pode interferir na 





2.1 Objetivo Geral 
 Analisar a presença de polimorfismos em genes controladores do ciclo 
celular e verificar se estão associados à suscetibilidade e a agressividade do 
Carcinoma Medular de Tireoide Esporádico e Hereditário. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
Responder as seguintes perguntas: 
· Polimorfismos nos genes CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A, CDKN2B e 
CDKN2C podem influenciar a suscetibilidade ao desenvolvimento do 
carcinoma medular da tireoide esporádico ou hereditário? 
 
· Há uma associação entre a presença de polimorfismos dos genes 
CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A, CDKN2B e CDKN2C e fatores clínico-





O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Genética Molecular do Câncer 
(GEMOCA) da Universidade Estadual de Campinas, sob a coordenação da Prof. 
Dra. Laura Sterian Ward em colaboração com a equipe do Laboratório de 
Endocrinologia Molecular e da Disciplina de Endocrinologia da UNIFESP, 
coordenada pelo Prof. Dr. Rui Monteiro de Barros Maciel e também com o 
Laboratório de Bases Genéticas dos Tumores da Tireoide, coordenado pela 
Professora Dra. Janete Cerutti. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da UNICAMP no 1088/2011 (ANEXO 1) e pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da UNIFESP no 1749/06 (ANEXO 2). 
Os pacientes foram selecionados no serviço de Câncer de Tireoide da 
Disciplina de Endocrinologia do Departamento de Clínica Médica da FCM-
Unicamp, sob a direção da Profa. Dra. Lígia Vera Montalli Assumpção que tem 
pacientes em seguimento há mais de 30 anos usando um protocolo padrão (15, 
96-97) e também no Ambulatório de Carcinoma Medular da UNIFESP. 
 
3.1. Sujeitos 
Foram analisados 138 pacientes com carcinoma medular hereditário da 
tireoide (CMTH), 45 pacientes com câncer medular esporádico da tireoide (CMT-
s), previamente genotipados para o gene RET e um grupo de 100 controles, todos 




Critérios de Inclusão: indivíduos que possuíam dados de identificação, idade 
ao diagnóstico, sexo, etnia, dados clínicos pré-cirúrgicos, exames realizados 
(ultrassom, de punção aspirativa por agulha fina com exame citológico, dosagem 
de calcitonina e entre outros), dados referentes à cirurgia e do exame 
anatomopatológico (medida do tumor, tipo histológico, grau de diferenciação e 
presença de linfonodos metastáticos). Em relação aos pacientes com CMT-s, 
foram incluídos apenas aqueles que tiveram resultados negativo para mutações 
no gene RET. O período de seguimento mínimo foi de 12 meses.  
Critérios de Exclusão: foram excluídos os indivíduos que possuíam 
antecedentes de outras malignidades ou de doença tireoidiana prévia, aqueles 
expostos a fatores específicos de risco laboral ou recreativo (como indivíduos 
expostos a radiação ionizante). Foram excluídos também os indivíduos que não 
apresentaram dados de concentração de calcitonina ou possuíam seguimento 
inferior a 12 meses após a cirurgia.  Em relação aos pacientes com CMT-s e 
CMTH, foram excluídos aqueles que não possuíam resultados de sequenciamento 
para o gene RET.  
Os indivíduos do grupo controle foram selecionados no Hemocentro de 
Campinas/UNICAMP, sob a direção de Marcelo Addas Carvalho. A amostra de 
sangue dos mesmos foi coletada no momento em que foram doar sangue, de 
modo a não sofreram nenhum incômodo. Foram excluídos aqueles indivíduos que 
possuíam histórico de doenças tireoidianas e/ou algum parente de primeiro grau 




Todos os participantes deste estudo retrospectivo do tipo caso-controle 
foram devidamente informados dos objetivos da investigação e assinaram o 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme as determinações do 
Comitê de Ética em Pesquisa – FCM/UNICAMP e UNIFESP (ANEXO 3 a 5). 
 
3.2. Métodos 
3.2.1 Extração de DNA de sangue periférico 
  As extrações de DNA de sangue periférico coletado dos pacientes e 
controles foram realizadas pelo método de fenol-clorofórmio e armazenadas em 
freezer -20oC. Para verificar a pureza do DNA e a qualidade da extração, foram 
quantificadas por espectrofotometria utilizando o aparelho Picodrop (Picodrop 
Limited, Hinxton, United Kingdom). 
 
3.2.2 Sequenciamento do gene RET 
Anteriormente à análise da presença/ausência dos polimorfismos dos genes 
do ciclo celular, o grupo de pacientes com CMT foi submetido ao sequenciamento 
direto para os éxons 8, 10, 11, 13, 14, 15 e 16 do gene RET, usando Big Dye 
Terminator Cycle SequencingTM Ready Reaction Kit (Applied Biosystems/ 





3.2.3 Identificação dos polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) nos genes 
do ciclo celular 
Para a identificação do perfil genético dos pacientes utilizou-se a técnica de 
genotipagem pela reação de tempo real com sistema TaqMan (TaqMan® SNP 
Genoptyping, ThermoFisher, Foster City, USA). Esta técnica tem como base a 
estabilidade térmica do DNA de dupla fita. Em condições de alta estringência, 
essa estabilidade é suficiente para distinguir o DNA-alvo entre pares de sonda. A 
hibridação só acontece se ocorrer pareamento perfeito entre sonda e DNA-alvo. 
Assim, podem ser construídas sondas específicas para cada alelo. O ensaio para 
genotipagem TaqMan® SNP Genotyping constitui uma combinação da hibridação 
e da atividade exonucleásica 5’ da DNA-polimerase, acoplada à detecção de 
fluorescência (99). 
Diluiu-se o DNA em uma concentração igual à de 10ng/µl. As genotipagens 
para os polimorfismos descritas no Quadro 1, dos genes CDKN1A, CDKN1B, 
CDKN2A, CDKN2B e CDKN2C foram realizadas em placas específicas para o 
equipamento 7500 Real Time PCR system (Applied Biosystems/ThermoFisher, 
Foster City, USA). Para evitar resultados falso-positivos foi utilizada água ao invés 









Gene rs Registro Apllied 
P27 - CDKN1B 
2066827 C_11916245_10 
34330 C_2402292_10 
P21 - CDKN1A 
1801270 C_14977_20 
1059234 C_7514111_10 
P18 - CDKN2C 
12885 C_1452499_10 
P16 - CDKN2A 
11515 C_12096259_10 





Quadro 1: Relação dos polimorfismos e resgistros de cada gene que foram analizados. 
O volume final utilizado em cada solução foi de 25μl, contendo 20ng de 
DNA da amostra, 12,5μl de Taqman® GenotypingMaster Mix (concentração final 
1X), 0,625μl da sonda (Quadro 1) com concentração de 40x (concentração final de 
1x) e 8,875μl de água milli-Q®. Os seguintes ciclos foram utilizados na PCR: a fase 
inicial de desnaturação foi de 10 minutos a 95°C, seguida por 40 ciclos de 92°C 
por 15 segundos, 60°C por 90 segundos. O software utilizado para a análise foi 
“Sequence Detection Software”, versão 1.3 (Applied Biosystems, /ThermoFisher, 
39 
 






Figura 7: Representação gráfica para o resultado de um indivíduo que apresenta o 





Figura 8: Representação gráfica para o resultado de um indivíduo que apresenta o genótipo 
homozigoto polimórfico. 
 
Figura 9: Representação gráfica para o resultado, onde as curvas indicam que o individuo 






Figura 10: Em azul (losango), indica que as amostras são do alelo Y, ou seja, indica que 
são homozigotos selvagens; em verde (triângulo), as amostras são heterozigotas, em 
vermelho (círculo), as amostras são homozigotas e o quadrado indica o controle negativo. 
 
 
3.2.4 Análise Estatística 
Para a análise estatística foi utilizado o teste x2 (Qui-Quadrado) ou o teste 
Exato de Fischer para verificar associação e/ou comparar proporções. Para se 
identificar possíveis fatores de risco para melhor ou pior evolução foi utilizado 
regressão logística múltipla. Os testes de Mann-Whitney, Wilcoxon ou Kruskal-
Wallis foram usados para comparar variáveis aleatórias contínuas entre dois 
grupos. Para se verificar associações lineares entre variáveis, foi utilizado o 
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coeficiente de Spearman. A análise de regressão logística uni e/ou multivariada 
mostrou as variáveis de risco independentes. Foi utilizado também o Log-rank test 
e a curvas de Kaplan-Meier para análise de sobrevida livre de doença. Todos os 




4.1. Pacientes com Carcinoma Medular de Tireoide Esporádico  
 O grupo de pacientes com CMT-s foi composto de 15 homens e 30 
mulheres com idades entre 42,2 ± 12,3 anos. Enquanto o grupo controle foi 
composto por 32 homens e 68 mulheres com idade de 40,2 ± 11,2 anos, como 
descrito na Tabela 1, pacientes e controles foram similares em relação à idade 






Tabela 1 – Características clínicas dos pacientes com Carcinoma Medular da Tireoide 
Esporádico (CMT-s) em comparação com o grupo controle. 
 
O polimorfismo do gene CDKN1A (rs1059234) não estava em equilíbrio de 
Hardy-Weinberg e devido a isso foi excluído das análises estatísticas, os demais 
polimorfismos estudados estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg (p> 0,05).  
Na Tabela 2 estão apresentados os resultados da análise de regressão 
logística comparando os casos de CMT-s com o grupo controle. Os polimorfismos 
CDKN1B (rs2066827) e CDKN2A (rs11515) demonstram uma associação com o 
CMT-s. Foi verificado que a presença do genótipo C/T (p= 0,0014; OR= 3,48; IC 
Fatores Clínicos CMT-s Controles p 
Idade (anos+DP) 42,2 ± 12,3 40,2 ± 11,20 0,745 
Gênero 
Masculino 30 (66,6%) 68 (68,0%) 
0,433 
Feminino 15 (33,4%) 32 (32,0%) 
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95%= 1,67 - 7,29) e do genótipo T/T (p= 0,0299; OR= 0,41; IC 95%= 0,20 - 0,86) 
do gene CDKN1B (rs2066827) influenciaram no desenvolvimento do CMT-s. E da 
mesma forma, o genótipo C/C (p= 0,0324; OR= 2,51; IC 95%= 1,02 - 6,16) e C/G 
(p= 0,0432; OR= 0,42; IC 95%= 0,17 - 1,03) do gene CDKN2A (rs11515) também 
se relacionou com o desenvolvimento da doença.  
Não houve diferença da presença ou ausência dos polimorfismos nos 
genes CDKN1B (rs34330), CDKN1A (rs1801270), CDKN2C (rs12885), CDKN2A 
(rs2069426) e CDKN2B (rs3731239 e rs1063192) entre casos de pacientes com 
CMT-s e o grupo controle. 








G/G 37,78 59,79 0,3155 0,39 0,09 1,68 
CDKN1B 
G/T 57,78 27,84 0,0014 3,48 1,67 7,29 
T/T 4,44 12,37 0,0299 0,41 0,20 0,86 
rs34330 
C/C 60,00 51,04 0,5940 1,46 0,71 2,98 
C/T 37,78 39,58 1,0000 0,95 0,46 1,96 
T/T 2,22 9,38 0,2070 0,28 0,05 1,74 
 
rs1801270 
A/A 82,93 67,01 1,0000 1,17 0,28 4,84 
CDKN1A A/C 17,07 27,84 0,4381 0,59 0,25 1,41 
 C/C 0,00 5,15 0,5577 1,53 0,69 3,39 
CDKN2C rs12885 
G/G 70,73 77,32 0,3949 0,71 0,32 1,57 
G/T 26,83 22,68 0,5631 1,27 0,56 2,86 
T/T 4,44 0,00 0,2058 6,64 0,07 622,36 
CDKN2A rs11515 
C/C 84,44 67,35 0,0324 2,51 1,02 6,16 
C/G 15,56 31,63 0,0432 0,42 0,17 1,03 





A/A 89,67 75,53 1,0000 0,75 0,23 2,42 
C/A 4,44 14,89 0,1915 0,31 0,07 1,28 
C/C 8,89 9,57 0,1858 2,34 0,90 6,05 
rs3731239 
A/A 55,00 57,89 1,0000 0,72 0,36 1,46 
A/G 45,00 30,53 0,8044 1,51 0,73 3,15 
G/G 0,00 11,58 1,0000 0,94 0,31 2,82 
rs1063192 
C/C 55,56 53,13 0,4257 2,14 0,77 5,96 
T/C 26,67 37,50 0,6055 0,61 0,28 1,33 
T/T 17,78 9,37 1,0000 1,10 0,54 2,24 
 
Tabela 2: Comparação entre os perfis de genotipagem dos genes estudados de pacientes com 
carcinoma medular da tiróide esporádicos (CMT-s) e a população de controle, usando análise de 
regressão logística multivariada.  
 
Em uma análise de regressão logística comparando os genótipos 
(homozigoto selvagem) com os genótipos polimórficos (heterozigoto + homozigoto 
polimórfico) pode-se verificar que a presença dos alelos polimórficos (GT+GG) do 
gene CDKN1B (rs2066827) foi mais frequente em pacientes com CMT-s (62,3%) 
do que no grupo controle (40,2%; p= 0,038), aumentando a suscetibilidade ao 
desenvolvimento de CMT em mais de 2 vezes (OR= 2,47; IC 95%= 1,048 - 5,833).  
Ao contrário, a presença dos genótipos polimórficos (CG+GG) do gene 
CDKN2A (rs11515) foi menos frequente em pacientes com CMT-s (15,5%) do que 
no grupo controle (32,6%), diminuindo assim a suscetibilidade ao desenvolvimento 





Tabela 3: Comparação entre os perfis de genotipagem dos genes CDKN1B e CDKN2A de 
pacientes com carcinoma medular da tiróide esporádicos (CMT-s) e a população de 
controle, usando análise de regressão logística multivariada. 
 
A presença do genótipo heterozigoto GT do gene CDKN1B (rs2066827) 
contribuiu com 8% para o desenvolvimento de CMT esporádico, enquanto que o 
genótipo CC do gene CDKN2A (rs11515) contribuiu com 3% do desenvolvimento 
da doença em nossa amostra, como demonstrado na Figura 11. Com esta análise, 
foi possível verificar a contribuição de cada polimorfismo para o desenvolvimento 




Gene SNP Genótipo CMT-s (%) 
Controles 
(%) 




GG 37,78 59,79 
0,0388 2,472 1,048 5,833 
GT + TT 62,22 40,21 
CDKN2A rs11515 
CC 84,44 67,35 
0,0075 0,174 0,048 0,627 





Figura 11: Representação gráfica da contribuição relativa dos genes CDKN1B e CDKN2A 
para o risco de carcinoma medular de tireoide esporádico de acordo com a análise de 
regressão stepwise. 
  
 Foi possível verificar associações entre pacientes com CMT-s e seus 
respectivos dados clínicos. Encontramos relação do polimorfismo rs1801270 do 
gene CDKN1A com a presença de extensão extra tireoidiana, do gene CDKN2C 
(rs12885) com o tamanho do tumor e também do gene CDKN2B (rs1063192) com 
a presença de metástase à distância. Não foi encontrada nenhuma associação 
com os demais polimorfismos: CDKN1B (rs2066827 e rs34330), CDKN2A 
(rs11515), CDKN2B (rs2069426 e rs3731239) conforme descrito na Tabela 4 e 








CDKN1B (rs2066827) CDKN1B (rs34330) CDKN1A (rs1801270) 
TT TG + GG 
Valor de 
p 
CC CT + TT 
Valor de 
p 





Gênero                                
(Masculino/Feminino) 
80,0/20,0 26,6/73,4 0,053 60,0/40,0 80,0/20,0 1,000 85,71/14,29 81,49/18,51 1,000 
Recorrência local 
(Presença/Ausência) 
2,43/97,56 7,31/92,68 1,000 8,0/9,2 12,5/87,5 0,636 5,88/94,11 2,94/97,06 0,085 
Metástase à distância 
(Presença/Ausência) 
8,82/91,17 5,88/94,11 0,299 11,76/88,24 2,94/97,06 0,628 11,76/88,24 2,94/97,05 1,000 
Extensão extra tireoidiana 
(Presença/Ausência) 









































1,5± 3,236 0,054 




Tamanho do tumor 1,9±0,69 2 ± 1,83 0,567 2,1± 1,42 1,7±1,74 0,143 2,0 ± 1,56 1,5 ± 1,83 0,165 
 
Tabela 4: Resultados de todos os polimorfismos estudados, em comparação com os dados clínicos analisados. Apresentação de 




CDKN2C (rs12885) CDKN2A (rs11515) CDKN2B (rs2069426) CDKN2B (rs3731239) CDKN2B (rs1063192) 
GG GT + TT 
Valor 
de p 
CC CG + GG 
Valor 
de p 
CC CA + AA 
Valor 
de p 
AA AG +GG 
Valor 
de p 
TT TC +CC 
Valor 
de p 
36,7/63,3 16,7/83,3 0,451 25,0/75,0 8,33/91,67 0,670 12,5/87,5 25,0/75 0,384 21,42/78,57 0,0/100,0 0,209 12,5/87,5 16,6/83,4 0,832 
5,4/94,59 8,1/91,89 0,567 13,04/86,96 0,0/100,0 1,000 7,4/92,6 0,0/100,0 0,483 7,40/92,60 3,70/96,29 0,622 6,25/93,75 9,09/90,91 1,000 
14,70/85,29 0,0/100,0 0,269 4,34/95,64 25,0/75,0 1,000 50,0/50,0 9,52/90,47 0,487 8,33/91,67 12,5/87,5 1,000 0,0/100,0 36,6/63,4 0,026 
8,82/91,17 5,88/94,11 1,000 15,78/84,22 0,0/100,0 1,000 100,0/0,0 0,0/15,0 1,000 8,33/91,67 12,5/87,5 0,611 7,14/92,85 22,22/77,78 0,148 

































6± 10,18 0,969 
4,75± 
425,56 
1,85± 0,38 0,538 
26± 46,51 75± 37,89 0,099 26±38,03 - - 
75± 
38,08 
- - 26± 37,20 80±1,45 0,511 75± 1,25 26± 39,94 0,208 






























0,053 0,840 0,959 0,345 1,000 0,262 0,299 0,567 1,000 
CDKN1B 
(rs34330) 
1,000 0,063 0,291 0,681 0,636 0,296 0,628 0,143 0,627 
CDKN1A 
(rs1801270) 
1,000 0,595 0,327 0,054 0,085 - 1,000 0,165 0,037 
CDKN2C 
(rs12885) 
0,452 0,742 0,427 0,341 0,567 0,099 0,269 0,032 1,000 
CDKN2A 
(rs11515) 
0,670 0,410 - 0,272 1,000 - 1,000 0,915 1,000 
CDKN2B 
(rs2069426) 
0,384 0,122 0,370 0,793 0,483 - 0,487 0,125 1,000 
CDKN2B 
(rs3731239) 
0,209 0,776 0,734 0,969 0,622 0,511 1,000 1,000 0,611 
CDKN2B 
(rs1063192) 
0,832 0,787 0,360 0,538 1,000 0,208 0,026 0,8978 0,148 
 
Tabela 5: Resultados de todos os polimorfismos estudados, em comparação com os 
dados clínicos analisados apenas com os valores de p. Os números em cada célula 
representam o valor de p de coluna respectiva associado com a linha. 
 
A presença dos genótipos polimórficos CA+AA do gene CDKN1A 
(rs1801270) foi mais frequente em pacientes com extensão extra tireoidiana (60% 






Figura 14: Representação da ausência e presença da extensão extratireoidiana em 

















Além disso, somente os pacientes com a presença do alelo polimórfico do 
gene CDKN2B (rs1063192) apresentaram metástase à distância no diagnóstico 







Figura 15: Representação da ausência e presença de metástase em pacientes com 
genótipo polimórfico e normal para o CMT-s. 
 
 
A presença do genótipo polimórfico (GT+TT) do gene CDKN2C (rs12885) se 
associou com a menor média de tamanho dos tumores (1,5 ± 0,7 cm de diâmetro; 
p=0,032) quando comparados com o genótipo selvagem (GG = 2,9 ± 1,8 cm de 



























Figura 16: Representação do tamanho do tumor (cm) em pacientes com genótipo 
polimórfico e normal para o CMT-s. 
 
Estes resultados foram publicados em Setembro/2014 na revista Eur. J. 
Endocrinol (Impacto 4.069) conforme artigo abaixo (autorização da editora para 




































4.2. Pacientes com Carcinoma Medular de Tireoide Hereditário  
 O grupo de pacientes com CMTH foi composto de 67 homens e 71 
mulheres com idades entre 35,80 ± 17,82 anos. Todos os polimorfismos 
estudados estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg (p> 0,05). 
 Em relação aos pacientes com CMTH e a comparação com os dados 
clínicos, encontramos relação do gene CDKN1B (rs34330) com idade de 
diagnóstico e tamanho de tumor, porém não encontramos associação com os 

























de célula C 
CDKN1B 
(rs2066827) 
0,308 2,611 0,641 2,145 3,13 3,76 0,068 3,437 4,144 
CDKN1B 
(rs34330) 
1,456 0,029* 2,186 0,183 1,513 2,927 0,133 0,044* 1,205 
CDKN2C 
(rs12885) 
1,398 0,712 1,842 2,679 0,275 0,95 0,241 1,859 0,383 
CDKN2A 
(rs11515) 
4,420 0,239 0,500 2,586 3,13 0,61 0,1 0,127 0,226 
 
Tabela 6: Resultados de todos os polimorfismos estudados, em comparação com os 
dados clínicos analisados dos pacientes com CMTH. Os números em cada célula 
representam o valor de p de coluna respectiva associado com a linha. 
*Associações marcadas estão mais bem descritas na figura 17 e na figura 18. 
Com relação aos pacientes com CMTH verificou-se a influência do 
polimorfismo rs34330 do gene CDKN1B com o desenvolvimento da doença. A 
análise de regressão logística multivariada demonstrou que a herança do genótipo 
CT do polimorfismo rs34330 do gene CDKN1B (-79C> T), está relacionada com a 
agressividade do CMTH.  
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Pacientes heterozigotos (CT) apresentam tumores maiores (1,4 ± 1,38 cm) 
do que pacientes polimórficos (TT - 0,6 ± 0,65 cm; p = 0,044), conforme Figura 17.  
 
 
Figura 17: Comparação entre o tamanho do tumor primário e genotipagem do 
polimorfismo do gene CDKN1B em pacientes com carcinoma medular da tireoide 
hereditário (CMTH), através da análise de regressão logística multivariada.  
 
Os pacientes com genótipo CC são mais jovens (29,3 ± 15,6 anos de idade) 
do que os pacientes heterozigotos (CT - 42,1 ± 18,2 anos; p = 0,029), conforme 
detalhes na Figura 18. 
 
           CC 
           CT 




Figura 18:  Comparação entre a idade de diagnóstico e genotipagem no gene CDKN1B de 
pacientes com carcinoma medular da tireoide hereditário (CMTH), através da análise de 
regressão logística multivariada. 
           CC 
           CT 




 Este estudo é o primeiro a investigar a associação de polimorfismos dos 
genes CDKN1B, CDKN1A, CDKN2C, CDKN2A e CDKN2B e a suscetibilidade ao 
CMT. Além da demonstração de que os genes CDKN2A e CDKN1B estão 
relacionados com a susceptibilidade ao CMT-s, este estudo também encontrou 
evidências de que variantes genéticas dos genes CDKN1A, CDKN2B e CDKN2C 
estão associados com características de agressividade do tumor. Da mesma 
forma, foi possível identificar relação do gene CDKN1B (rs34330) com idade de 
diagnóstico e tamanho de tumor para os pacientes com CMTH. 
 
5.1 Pacientes com Carcinoma Medular de Tireoide Medular Esporádico 
 Estudos recentes têm demonstrado que os SNPs de genes que controlam o 
ciclo celular desempenham um papel importante na carcinogênese e podem 
conduzir a alterações na vulnerabilidade aos diferentes tipos de cânceres (67-69). 
Em nosso estudo, foi encontrada uma associação dos genes CDKN1B 
(rs2066827) e CDKN2A (rs11515) e a presença de CMT-s. Demonstramos que o 
genótipo GT+GG do polimorfismos rs2066827 do gene CDKN1B foi mais 
prevalente em pacientes com CMT-s, quando comparados com o grupo controle, 
aumentando a susceptibilidade ao desenvolvimento do tumor. 
 O polimorfismo V109G (rs2066827) substitui no códon 109 do gene 
CDKN1B uma Valina por uma Glicina (T> G) (100). A presença do alelo G do gene 
CDKN1B (rs2066827) tem sido associada a um risco aumentado para 
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desenvolvimento do câncer de tireoide (64, 69), da próstata e do câncer da mama 
(68, 101). No entanto, a associação deste polimorfismo a um melhor ou pior 
prognóstico ainda permanece incerto (64, 69, 102). Pasqualini e colaboradores 
também encontraram diferenças na frequência do tipo selvagem (TT - 53,6%) e 
alelos polimórficos (TG + GG - 46,4%) entre pacientes e controles (p = 0,048), 
sugerindo um risco da doença em indivíduos portadores do alelo polimórfico de 
rs2066827 do gene CDKN1B para pacientes com CMT-s (13). O polimorfismo 
V109G está inserido em uma região que interage fisicamente com a ativação da 
proteína, o que desencadeia a degradação proteolítica de p27 (103). De fato, uma 
redução da expressão de p27 tem sido associada com um pior prognóstico clínico 
em tumores da cabeça e pescoço (104). Além disso, tem sido demonstrado que as 
alterações de aminoácidos em torno da posição 108 deste gene, tais como os 
induzidos por polimorfismo V109G, podem reduzir a translocação de p27kip1. No 
entanto, nenhuma evidência ainda foi comprovada para apoiar a associação deste 
polimorfismo com a progressão do tumor em CMT (70). 
 Na população estudada, o alelo CG+GG do polimorfismo rs11515 do gene 
CDKN2A foi mais frequente no grupo controle do que nos pacientes com CMT-s, 
portanto, sugerimos que o mesmo possa apresentar um efeito protetor ao 
desenvolvimento de CMT-s. Polimorfismos do gene CDKN2A têm sido 
amplamente investigados em diferentes tipos de cânceres (105-107). O SNP 
(rs11515 - C98A) do gene CDKN2A determina uma substituição de Serina por 
uma Arginina localizado em 3'-UTR do éxon 3 (39). Da mesma forma que 
observamos para o polimorfismo rs11515 do gene CDKN2A nos pacientes com 
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CMT-s, o mesmo gene também foi considerado um fator protetor para o câncer 
cervical (106), pois este SNP pode afetar a ligação do DNA modificando, assim, a 
sua expressão e função (53).  
 No nosso estudo, encontramos também uma relação entre a agressividade 
do tumor e a presença de variantes dos genes CDKN1A (rs1801270), CDKN2C 
(rs12885) e CDKN2B (rs1063192). 
 Os pacientes que apresentaram a variante polimórfica (CA+AA) do gene 
CDKN1A (rs1801270) possuem extensão tumoral extratireoidiana com menor 
frequência, sugerindo que essa herança possa estar associada a um melhor 
prognóstico. Um estudo em câncer cervical na população chinesa também 
mostrou uma associação significativa entre o alelo polimórfico de rs1801270 para 
o gene CDKN1A e uma diminuição do risco da doença (108). Foi demonstrado 
que o polimorfismo rs1801270 do gene CDKN1A pode aumentar o risco de 
segunda neoplasia primária em pacientes com o índice de carcinoma de células 
escamosas da cabeça e pescoço (108). O SNP (rs1801270) no códon 31 do gene 
CDKN1A resulta na substituição de Arginina para Serina em uma região 
conservada da proteína e pode afetar a afinidade de ligação com o DNA e 
consequentemente, a sua função (51). A proteína p21 desempenha um papel na 
regulação do ciclo celular, ela se liga ao complexo ciclina-CDK para deter a 
progressão do ciclo celular em fase G1. A transcrição de p21 é parcialmente 
regulada por p53, que se liga ao promotor e induz a expressão de p21. Assim, 
alterações nos domínios funcionais, bem como na região promotora de p21 pode 
ser afetada pela presença do SNPs (109). O gene CDKN1A é frequentemente 
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desregulado em cânceres humanos, mas, dependendo do contexto celular pode 
atuar tanto como um supressor de tumoral como um oncogene (110). 
 O mecanismo molecular do possível efeito protetor dos genes CDKN1A 
(rs1801270) e CDKN2C (rs12885) no câncer não estão claros. O gene CDKN2C, 
está envolvido na regulação do ciclo celular, e se localiza no cromossomo 1p32. 
Um achado frequente em tumores de CMT, demonstrou que a perda de 
heterozigosidade no cromossomo 1p, pode classificá-lo como um potencial gene 
supressor tumoral. Estes dados sugerem que o gene CDKN2C possa agir como 
um supressor de tumor, dificultando o desenvolvimento do CMT (111). 
 Em relação ao polimorfismo do gene CDKN2B (rs1063192), encontramos 
metástases à distância apenas em pacientes polimórficos, sugerindo uma 
associação desse polimorfismo com a agressividade do tumor. O polimorfismo 
rs1063192 codifica o inibidor do gene CDKN2B, este gene também é um 
conhecido supressor de tumor associado com o retinoblastoma (Rb) (112). A 
região 9p21 do cromossomo foi considerada como um locus hotspot 
demonstrando associação com várias doenças, incluindo infarto do miocárdio 
(113-114), doença arterial coronariana (115), diabetes tipo 2 (116), glioma (117) e 







5.2 Pacientes com Carcinoma Medular de Tireoide Hereditário 
 Este é o primeiro estudo de associação que investigou o papel de 
polimorfismos dos genes CDKN1B, CDKN2C e CDKN2A em CMTH. Foi possível 
verificar que a herança do polimorfismo rs34330 (-79C> T), localizado no gene 
CDKN1B foi associada com a agressividade da doença. 
 A perda de expressão da proteína p27Kip1 tem sido descrito como um 
evento frequente em vários cânceres humanos (119), e aparenta conferir uma 
vantagem proliferativa da célula cancerígena, podendo levar a formação de 
tumores. Este comportamento sugerido de supressor de tumoral de p27Kip1, 
ainda não se encaixa com todas as características clássicas, pois raramente é 
alterado em cânceres (41, 60-61). Este SNP está localizado na região 5’ UTR, e é 
descrito como um "elemento rico em U” podendo se relacionar com fatores que 
comprometem a estabilidade do mRNA, durante a tradução (120). No entanto, a 
presença do polimorfismo rs34330 do gene CDKN1B também pode alterar a 
transcrição (64) e possivelmente estar envolvido em apoptose de células 
dendríticas (121). Wang e colaboradores propôs que devido à localização do SNP, 
o efeito funcional pode estar associado com uma reduzida produção da proteína 
p27Kip1 (89). Mutações de perda de função do gene têm sido descritas e podem 
contribuir para tumorigênese, pois sabemos que a perda do controle do ciclo 
celular é uma das marcas para o desenvolvimento do câncer (122-123). Em 
nossos dados, pudemos identificar uma diferença significativa relacionado com a 
presença do alelo C do polimorfismo rs34330 do gene CDKN1B, sugerindo uma 
maior agressividade relacionada a este alelo, provavelmente pelo fato do mesmo 
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estar localizado no 5´UTR e se associar com a baixa regulação do gene CDKN1B 
(124). 
 Estudo recente, demonstrou que o intervalo de tempo entre o nascimento e 
o primeiro tumor agressivo foi significativamente menor nos pacientes com o 
polimorfismo V109G no gene CDKN1B, do que nos doentes que não possuíam o 
polimorfismo (p=0,03). Da mesma forma, a idade avançada também esteve 
relacionada ao diagnóstico de NEM1 e a presença do primeiro tumor (p = 0,02), 
mas, em nosso estudo, não encontraram nenhuma relação com esse polimorfismo 





 Podemos concluir que os genes CDKN1B (rs2066827) e CDKN2A 
(rs11515) podem influenciar na suscetibilidade, enquanto que os genes CDKN1A 
(rs1801270) e CDKN2C (rs12885) se associaram com agressividade e CDKN2B 
(rs1063192) se relaciona com a proteção para o desenvolvimento do carcinoma 
medular de tireoide esporádico, e também podemos concluir que o gene CDKN1B 
(rs34330) influencia os fatores clínicos-patológicos para o desenvolvimento do 
carcinoma medular de tireoide hereditário. 
 Encontramos evidências de que alterações em alguns genes do ciclo 
celular estão associadas com a suscetibilidade e progressão do carcinoma 
medular de tireoide esporádico e hereditário. Sugere-se que as caracterizações de 
genes do ciclo celular possam auxiliar na identificação de fatores relacionados ao 
desenvolvimento do carcinoma medular de tireoide e possivelmente possam 
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pesquisa sobre a mesma, contatando a pesquisadora responsável Profa, Dra, Laura S, Ward no contato 
abaixo,  Autorizo a guarda do material biológico para fins de pesquisas futuras?  ( ) Sim    ( ) Não 
______________________________________________ 
Assinatura do Paciente ou Responsável pelo Paciente 
Profª Dra, Laura Sterian Ward: Coordenadora do GEMOCA- Clínica Médica/ FCM-UNICAMP, CEP:13081-
970, Campinas, SP, (19) 3521-8954, e-mail:ward@unicamp,br. CEP: Fone: (19) 3521-8938, Caixa Postal 
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ANEXO 4 – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pacientes 
 
 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Projeto de Pesquisa em Câncer de Tireóide 
Pesquisadora: Profª Dra Laura Sterian Ward e   Profª Dra Lígia Vera Montalli Assumpção 
Paciente ou Responsável pelo paciente 
Sr(a)_____________________________________________ Anos ______      
RG:_____________                         HC:____________________ 
Endereço:___________________________________________________________ 
Telefone:___________________________________Data:       /     / 
 Concordo em doar sangue e tecido para pesquisa de ácidos nucléicos e proteínas que podem estar 
envolvidas em doenças malignas e benignas da tireóide, A pesquisa tem por objetivo a melhor compreensão 
dos fatores moleculares de diagnóstico e prognóstico, Tal pesquisa justifica-se dada a importância da 
compreensão destes fatores para o tratamento dos pacientes, Sei que se trata de uma pesquisa científica e 
concordo em que os dados de meu caso, registrados no meu prontuário médico, sejam utilizados na pesquisa, 
sabendo que meu nome assim como meus dados clínicos e de laboratório não serão individualmente citados 
e que em nenhum momento meu diagnóstico ou tratamento serão prejudicados por tal doação, Meus dados e 
o material biológico advindo da coleta poderão ser usados em novas pesquisas, caso justificativa devida, 
sendo estas pesquisas aprovadas devidamente pelo CEP e, quando for o caso, da Comissão Nacional de 
Ética em Pesquisa-CONEP, submissas totalmente à devida legislação, Tenho a garantia de sigilo de dados 
confidenciais ou que, de algum modo, possam me provocar constrangimentos ou prejuízos, tornando anônimo 
o material ou dados obtidos, Também sei que esta pesquisa pode trazer benefícios para a cura ou tratamento 
das doenças tireoidianas no futuro, mesmo que eu não me beneficie disso agora, Não terei nenhuma forma de 
reembolso, já que não terei nenhum gasto com a doação do meu material para esta pesquisa e sei que 
poderei cancelar minha decisão e deixar de participar em qualquer momento, Também não serei submetido a 
qualquer procedimento que não faça parte da rotina de meu tratamento normal, sob a orientação de meu 
médico habitual, Estou consciente da importância de minha participação da qual posso desistir em qualquer 
momento, Fui informado de que este projeto está aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) e sei 
que poderei obter todas as informações que desejar e necessitar no contato ao CEP (infracitado), bem como 
denunciar quaisquer procedimentos que infrinjam as normas do CEP, Poderei obter esclarecimentos antes, 
durante e depois da realização da pesquisa sobre a mesma, contatando a pesquisadora responsável Profa, 
Dra, Laura S, Ward no contato abaixo,  
Autorizo a guarda do material biológico para fins de pesquisas futuras?  ( ) Sim    ( ) Não 
 
_______________________________________________ 
Assinatura do Paciente ou Responsável pelo Paciente Profª Dra, Laura Sterian Ward: 
Coordenadora do GEMOCA- Clínica Médica/ FCM-UNICAMP, CEP:13081-970, Campinas, SP, 
(19) 3521-8954, e-mail:ward@unicamp,BR CEP: Fone: (19) 3521-8938, Caixa Postal 6111, 13083-
970 Campinas, SP, e-mail: cep@fcm,unicamp,BR 
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Diagnóstico Molecular Ampliado do Carcinoma Medular de Tiróide 
 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
Voluntário:_____________________________________________Idade:______(anos) 
Investigador Principal: Dr, Rui M, B, Maciel 
Co-investigadores: Drª Rosa Paula M, Biscolla, Drª Janete M, Cerutti, Dr, Magnus R, Dias da 
Silva, Dr, João Roberto M, Martins, Dr, Cléber P, Camacho e Drª Danielle Andreoni, 
Pesquisadores envolvidos: Flavia O, F, Valente, Susan C, Lindsey, Ji H, Yang, Priscila S, 
Signorini, Ariane C, Sarubo, Missaki Y, Sittoni e Maria Sharmila A, de Sousa, 
 
Diagnóstico Molecular do Carcinoma Medular de Tiróide 
Estas informações estão sendo fornecidas de maneira clara e simples para sua 
participação voluntária neste estudo, Portanto, leia este termo (4 páginas) com atenção e 
pergunte aos pesquisadores responsáveis sobre quaisquer dúvidas, sempre que considerar 
necessário, Após a leitura, caso concorde voluntariamente em participar, assine-o, 
Este estudo tem por objetivo estudar os genes (material genético; DNA) envolvidos no 
carcinoma medular de tiróide em pacientes e familiares possivelmente afetados, além de 
correlacionar tais dados com os diferentes fenótipos (características clínicas) da doença, 
A tiróide pode apresentar várias doenças e uma delas é o câncer de tiróide, Quando a 
tiróide é examinada (palpação) e apresenta alguma massa, nódulo ou aumento da glândula, há 
necessidade de uma ecografia da glândula (pescoço) e outros exames laboratoriais com 
finalidade diagnóstica, 
Assim, é importante o exame de sangue, no qual o material genético (DNA) será 
examinado pelos pesquisadores do Ambulatório de Tiróide e Laboratório de Endocrinologia 
Molecular, na Disciplina de Endocrinologia (Universidade Federal de São Paulo – Escola 
Paulista de Medicina), para a identificação de possíveis genes associados ao câncer de tiróide, 
No caso, o gene envolvido corresponde a uma proteína chamada RET, que, se alterada 
(apresentar mutações), pode levar ao desenvolvimento do carcinoma medular de tiróide 
(câncer de tiróide), 
Para o exame, coletam-se 10 ml de sangue, obtido através de punção de veia do 
antebraço, A coleta de sangue é um procedimento de rotina e não apresenta riscos à saúde, 
Algumas vezes pode ocorrer o aparecimento de um pequeno hematoma no local da punção o 
que se resolve espontaneamente em alguns dias, 
No caso de voluntários apresentarem material genético (DNA) com mutações, poderá ser 
sugerido um plano terapêutico, como a retirada cirúrgica da glândula tiróide, cirurgia esta que 
recebe o nome de tireoidectomia, Após a cirurgia é necessário fazer o acompanhamento para 
termos certeza de que a glândula afetada foi retirada e para evitar que a doença reapareça, 
Assim, são realizados diversos exames de sangue, urina e ultrassom do pescoço que vão nos 
mostrar se sobrou algum resto de tireoide afetada pela doença. 
Dado que este tipo de carcinoma é transmitido de forma hereditária, no caso do material 
genético (DNA) de voluntários apresentar a mutação (câncer de tireoide), deverá ser revelado 




Não há benefício direto para o voluntário (e/ou familiares), Trata-se de um estudo 
experimental para verificar a presença de mutações no gene RET, as quais podem levar ao 
desenvolvimento de carcinoma medular de tireoide, e podem ser usadas como marcador para 
diagnóstico de tal forma de carcinoma, Somente no final do estudo poderemos concluir a 
presença de algum benefício, 
É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de 
participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na Instituição, 
Todas as informações obtidas sobre cada voluntário (e/ou seus familiares) para este 
estudo serão analisadas em conjunto e consideradas confidenciais, não sendo reveladas para 
outros, que não sejam os pesquisadores envolvidos, Dados que possam identificar o voluntário 
(e/ou seus familiares), como nome, serão mantidos em um arquivo separado das demais 
informações do estudo, O material biológico (sangue) e todas as demais informações sobre o 
voluntário (e/ou seus familiares) serão identificadas somente por números, 
Apesar de todos os cuidados para manter a informação sobre o voluntário confidencial, 
existe o risco que informação perceptível (como o fato de o voluntário ter câncer, ou de ter risco 
de ter câncer ou outra doença) possa ser descoberto ou inferido por seus familiares, Da mesma 
forma o próprio voluntário pode descobrir ou inferir sobre dados de seus familiares, 
É importante também ressaltar que os resultados e/ou informações (identificados somente 
por números) serão compartilhados com pesquisadores de outros centros colaboradores (no 
consórcio BRASMEN) para um melhor entendimento desta doença no Brasil, 
O voluntário tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das 
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos 
pesquisadores, Não há despesas pessoais para o voluntário em qualquer fase do estudo, 
incluindo exames e consultas, Também não há compensação financeira relacionada à sua 
participação, Se existir qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da 
pesquisa, Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos 
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o voluntário tem direito a tratamento médico 
na Instituição, bem como às indenizações legalmente estabelecidas, 
Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos pesquisadores responsáveis pelo 
estudo para esclarecimento de eventuais dúvidas, O investigador principal é Dr, Rui Monteiro 
de Barros Maciel, Professor Titular pela Disciplina de Endocrinologia do Departamento de 
Medicina da UNIFESP – EPM, Todos os pesquisadores responsáveis pelo estudo podem ser 
encontrados nos endereços: Laboratório de Endocrinologia Molecular (R, Pedro de Toledo 669 
- 11° andar), ou no Ambulatório de Tireoide (R, Borges Lagoa, 800) – telefone (11)5084-5231, 
Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com 
o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 572 – 1º andar – cj 14, 5571-1062, 
FAX: 5539-7162 – E-mail: cepunifesp@epm,br, 
Comprometemo-nos em utilizar os dados, as amostras de sangue e os resultados obtidos 
somente para esta pesquisa, Todavia, há que se ressaltar que haverá estocagem de amostras 
de material biológico (sangue) e o pedido de permissão para o seu uso futuro deverá ser 
submetido e aprovado pelo CEP – UNIFESP, 
Eu acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que 
foram lidas para mim, descrevendo o estudo: Diagnóstico Molecular Ampliado do 
Carcinoma Medular de Tireoide, Eu discuti com os pesquisadores responsáveis sobre a 
minha decisão em participar neste estudo, Ficaram claros para mim quais são os objetivos, os 
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 
confidencialidade e de armazenamento de dados e materiais biológicos, e de esclarecimentos 
permanentes sobre estudos futuros, Ficou claro também que minha participação é isenta de 
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário, 
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a 
qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de 






Assinatura do voluntário / representante legal  Data ____/____/_____ 
 
____________________________________________ RG, ___________________________ 
Assinatura da testemunha     Data ____/____/_____ 
Para os casos de voluntários menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou 
portadores de deficiência auditiva ou visual, 
(Somente para o responsável pelo estudo) 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido 
deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo, 
___________________________________________ RG, ____________________________ 
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